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　　Understanding　the　accumulated　basic　pathology　of　atherosclerosis　has　given　insights　concerning
how　plaques　develop，　and　also　concerning　proliferation　of　foam　cells　modified　from　monocytes，
macrophages　and　smooth　muscle　cells．　However，　the　mechanism　of　calcium　deposition　and　de－
creased　elastic　fibres　of　arterial　wall　is　not　well　understood．　Recently，　a　calcium　antagonist　to
reduce　the　calcium　entry　of　calcium　ion　by　blocking　the　calcium　ion　channel　has　been　widely　used
for　the　prevention　of　atherosclerosis　and　calcium　deposition，　but　the　effect　of　calcium　ion　antagonist
is　still　unclear．
　　This　paper　described　the　morphological　effect　of　calcium　ion　antagonist　on　aorta　cultured　smooth
muscle　cell　of　the　rat．　Aorta　cultured　smooth　muscle　cells　（CSMC）　used　were　obtained　from　several
subcultures　of　the　experimental　atherosclerosis　rat　（SD－SLC）　induced　by　vitamin　D2　（350，000　unit／
kg／day）　p．o．　raised　on　atherogenic　diets．
　　Calcium　ion　antagonist　（Diltiazem）　solution　was　prepared　at　various　concentration　10’‘，　10－5　and
10－6　mol／1．
　　Light，　phase　and　electron　microscopy　of　CSMC　after　adding　the　different　concentrations　of
Diltiazem　were　carried　out．
　　The　results　revealed　many　granular　substance　seen　in　the　10一‘　mol／1　concentration　group　and　less
in　the　10－6　mol／1　concentration　group．　The　granular　substance　positively　stained　with　Sudan　black
B　by　light　microscopy．　lrregular　surfaces　stained　black　with　uranyl　acetate　and　lead　citrate，　and
needle－like　substance　as　well　as　myelin　were　seen　by　electron　microscopy．　These　findings　suggested
lipid－like　substances．
　　On　basis　of　the　electron　microscopic　findings　of　10－6　mol／1　concentration　group　are　no　degenera－
tion　of　CSMC，　a　concentration　of　10－6　mol／1　Diltiazem　is　considered　optimal．　The　etiological
mechanism　of　lipid－like　substance　deposition　in　the　SMC　that　is　considered　degenerative　cell　are
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discussed　from　viewpoint　of　calcium　ion　and　the　lipid　inositol　trisphosphate　metabolic　cycle　through
the　calcium　ion　channel，　and　the　potential　effect　to　prevent　the　development　and　inhibit　the　progress
of　atherosclerosis．
1．緒 言
　動脈硬化の病理形態についてはVirchow1），
Ashoff（1924年）以来，諸先達の研究2）3＞4）により
iniciationに内膜下の脂質滲透，次いで中膜より平
滑筋細胞が内弾性板を破って内膜下に遊走し，一方
単球やマクロファージがスカベンジャーセルとして
平滑筋細胞と共に滲噛したLDLを貧食し，泡沫化
細胞となり，崩壊後，内膜線維性増殖，油画を形成
し，壊死，石灰が沈着，弾性線維の断裂消失と共に
血管は硬化することが明らかにされてきた．この病
変により血管の弾性伸縮は制限され，血管の生理機
能が障害され，臨床的に種々の疾患，例えば高血圧，
冠動脈硬化症，脳動脈硬化症など，多数知られてい
る．血管の石灰沈着はCa2＋イオンの血管壁流入に
よって起こる故，近年はCa2＋拮抗剤を使用し血管
の石灰沈着を予防する方法が推奨されている5）6）7）．
しかし，Ca2＋拮抗剤のCa2＋イオンの血管流入阻止
の機序について多数報告されているが，なお不明の
点が残されている．本研究はこの問題解決のアプロ
ーチとして培養動脈平滑筋細胞を用い，Ca2＋拮抗剤
添加によりCa2＋イオンが平滑筋細胞に如何なる影
響を及ぼすかを電顕及び光顕の立場から検討した．
IL実験方法
　実験動物として8週齢，SD－SLC系雄性ラット（平
均体重210g）を使用した．Fig．1は動脈硬化ラット
作製法を示している．最初の4日間はVitamin　D2
（35万単位／kg／体重）オリーブ油溶液（0．5ml／100
g／体重）を経口投与し，つづく6週間はAtherogenic
diet　（cholesterol　20／o，　colic　acid　O．50／o，　lard　100／o，
cane　sugar　5％，　methylthiouracil　O．2％および
basal　diet　82．3％）下で飼育した．
　ラット大動脈平滑筋細胞はRossの方法に準じて
分離培養した．エーテル麻酔により虐殺し，その直
後の胸部大動脈を無菌的に摘出し，クリーンベンチ
内で中膜平滑筋層を単離して1mm2大の細片とし
た後，Explant法を用いて95％air－5品目O2下37．
Cで培養した．増殖培地として20％のウシ胎児血清
（fetal　bovine　serum；FBS）を含む培養液（Eagle’s
minimum　essential　medium；MEM）を用いた．細
胞は培養を開始して約6週間後の初代培養細胞を
0．25％trypsin－EDTA液で剥離し，　MEM中に分散
させ密度を調整した後，confluentの状態になるま
で初代培養と同一条件下で培養した2代継代細胞を
実験に用いた．
　Fig．2はCa2＋拮抗剤の培地への添加量と添加方
法を示している．10一4，10－5および10－6mol／1の
Ca2＋拮抗剤Diltiazem，田辺製薬株式会社提供の注
射用（Herbesser⑪，以下Diltiazemと略）とMEM
に溶解し，それぞれを培養平滑筋細胞の2代継代2
日目のTissue　Culture　Flask（Becton　Dickinson社
製；Falcon3013）に添加した．ただし，位相差以外の
光顕像染色用にはChamber　Slides（Nunc社製；組
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Fig．1　実験培養細胞の組み分け及び飼育方法
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Fig．2　培養実験操作手順
織培養専用の2chamber　glass　slide）を用い，　Ca2＋
拮抗剤を添加した．
　実験群の種別はFig．1に示すように4群に分け
た．Atherogenic　dietにて飼育した実験的動脈硬化
ラットの培養平滑筋細胞を動脈硬化群（A群）とし，
A群に10－4，10　sおよび10－6mol／1のDiltiazemを
添加した群をそれぞれAH4区画　AH5群およびAH6
群とした．
　継代培養直後及び7日目の各回の細胞の位相差像
を観察するために，倒立型システム顕微鏡
（OLYMPUS　IMT－2）を用いた．脂肪染色標本は継
代培養7日間後のA群とAH、群の培養平滑筋細胞
をエタノール固定し，ズダンブラックB染色を施し
た．
　電子顕微鏡検査標本は，継代培養7日目のA群，
AH、群，　AH5群およびAH6群の材料をそれぞれ培
養液で1回洗浄し，トリプシン処理して1500rpm，
5分遠心した．その上澄を吸い取り，2．0％グルタル
アルデヒド溶液を管壁をつたわせてペレットの上に
静かに重層し4℃，120分前固定をした．前固定終了
後，固定液をキャピラリーで吸い取り除去した．再
び洗浄用緩衝液（0．1mol／1リン酸緩衝液，　pH　7．4，
0．14mo1／1ショ糖，4℃）を管壁につたわらせてペレ
ット上に静かに重層する操作を10分おきに3回ほ
III．結 果
　1．動脈硬化群（A群）の性質
　Fig．3はA群ラット大動脈平滑筋細胞の位相差
像である．A群ではこの写真の中央に位置する細胞
のような平滑筋細胞が見られ，その細胞質には直訳
は認めない．脂肪染色した培養7日目A群の写真を
Fig．7で示してある．この写真には5，6個の重なっ
た細胞が見られ，これらの細胞には脂肪染色が陰性
であった．晶群の細胞の電顕像をFig．9に示してあ
る．a）に示す如く核はほほ類円形で，核質が　eu－
chromaticであった．核小体は3～5個認められる
が，小型であった．b），　c），d）に示す如く細胞質には
フィラメントが極めて少なく，内腔がやや拡張した
粗面小胞体や，遊離リボソームを多数認め，円筒状
ないし樹枝状分岐を呈したミトコンドリアが散在し
て た，細胞境界膜表面には基底膜様構造物はな
く，むしろ線維成分を含んでいた．また中には無定
形物（amorphous　component）を認めるものもあっ
た．
　2．AH，群の特徴と性質
　Fig．4はAH4群ラット大動脈平滑筋細胞の位相
差像である．写真に示したようにA群と比べて細胞
内に穎粒様物質が多く観察された．これは培養2日
目から観察され経時的に増加する傾向があった．脂
肪染色した培養7日目の細胞をFig．8に示してあ
る．その写真に示すように細胞質内全域に多数の陽
性穎粒を認めだ．同群の細胞の電顕像をFig．10に
示してある．a），　b），　c）に見られるように，一層の
膜に包まれた大小不同で辺縁不整な電子密度の高い
穎粒，脂肪穎粒とミエリン様構造物が多数認められ，
2次リソゾームと考えられた．また，d）に示すよう
に僅かではあるが，コレステロール結晶の存在を示
唆する針状の裂隙も認められた．
　3．AH5群の特徴と性質
　Fig．5はAH5群ラット大動脈平滑筋細胞の位相
差像である．この写真の中央に位置する細胞のよう
にAH5群の細胞で細胞内の穎粒はAH，群に比し
減少して見えたが，細胞質内ゴルジ野周囲に散在し
てみられた．同群の細胞の電顕像をFig．11に示し
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Fig．4AH4群の位相差像（×400）
Hg．6AH6群の位相差像（×400）
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Fig．7A群のズダンブラックB染色像×400Fig．8AH4群のズダンブラックB染色像×400
てある．a），　b），　c），　d）の如く細胞質にはリソゾー
ム内に少数種々の形を呈した脂肪穎粒を認めた．そ
の他に細長い円筒状のミトコンドリアを多数認め，
その数はAH4群の細胞と比べリソゾーム，サイト
ゾームは少なく，AH、群とAH、群の中間像を呈し
ていた．
　4．AH：，群の特徴と性質
　Fig．6はAH6群ラット大動脈平滑筋細胞の位相
差像である．この写真の細胞のように　AH6群は
AH4群およびAH5群に比し，穎粒はさらに減少し，
数個認められるのみであった．回田の細胞の電顕像
をFig．12に示してある．a），b），c），d）の如くAH4
群，AH5群の細胞と比べリソゾーム，サイトゾーム
は少なく，Diltiazem無添加のA群と形態学的には
近似していると思われた．
IV．考 按
　Virchowを始めすでに多くの報告があるように，
動脈硬化の進展は粥腫形成後，壊死，石灰が血管壁
に沈着し，弾性線維の減少を示すが，その機序につ
いて，1977年Ross8）9）がhypothesisとして提唱し
た内皮細胞の損傷説response　to　injuryは今日まで
に多くの賛同を得，動脈硬化症の初期原因として認
識されるようになったが，次いで起こるスカベンジ
ャーとしての単球，マクロファージや内膜に向かっ
て遊走する中膜平滑筋細胞の泡末化，崩壊部位の壊
死，血栓，出血，血小板産生に由来するPDGF，コ
ラーゲン，エラスチン，ヘパラン硫酸などの細胞外
マトリックスのサイトカインによって硬化性変化は
進行し，粥腫の形成，壊死，石灰の沈着がみられる．
その結果血管の弾性は低下し，血流循環障害を招き，
臨床的に心筋梗塞，脳血管障害，末梢動脈閉塞症な
どが老人の主要な疾患になっており，治療の対象と
なっている．治療の主眼点は，言うまでもなく伸縮
不能閉塞血管の再建法，動脈硬化初期の粥腫形成の
阻止，血管弾性保持のためCa2＋イオンの血管壁流
入を予防する立場から，血管バイパス，降脂血症剤，
Ca2＋拮抗剤の治療が行われている．
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a）培養平滑筋細胞の弱拡大（×10，000） b）細胞質に多数の小胞体とmitochondriaを認める．
　　　　の
c）細胞質に微小細線維，mitochondria，小胞体，2個
　の穎粒およびamorphous　componentを認める．
　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．9A群の電顕像
　慈
　x　　　．
d）細胞質に豊富な小胞体とmitochondria並びに
amorphous　componentを認める．
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b）表面凹凸を呈するリン脂質を含んだ2次1ysosome
c）細胞質内のミエリン様構造体
L黙読
　　　　　　　　　d）細胞質にみられた針状結晶（矢印）
Fig．10　AH4群の電顕像
（7）
1994年11月 伊藤．動脈硬化の発症進展に関するラット大動脈培養 一　683　一
a）細胞学的に少数の脂肪穎粒，1個のミエリンを認め
　る．
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b）細胞質に中等度のlysosome，脂肪誰誰，円筒状，
　樹枝状のmitochondriaを認める．
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。）平滑筋細胞のゴルジ野に集積してみられる多数の粗　　　d）脂肪穎粒，ミエリンにて拡大した2次lysosome，
　面小胞体，mitochondria，少数の脂肪穎粒を認める．　　　粗面小胞体
　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．11　AH5群の電顕像
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a）培養平滑筋細胞の弱拡大（×13，000） b）細胞質内に穎敏を認めるが，リン脂質は認めない．
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。）細胞質内に少数の2次lysosomeを認める． d）少数の2次lysosomeと多数のmitochondriaを
　認めるが，リン脂質は少ない．
Fig．12　AH6群の電顕像
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　Ca2＋拮抗剤の効果の評価は，主に実験的動脈硬化
動物モデル域は臨床的に心，脳，末梢動脈硬化治療
にCa2＋拮抗剤を投与し，病理学的に平滑筋細胞の
動態の変化10）～13），粥腫形成，石灰沈着の程度，病巣
の広がり，頻度の効果判定に依ったものである．1981
年Kramsh14）15）は実験的に高コレステロール食で
飼育したウサギ，サルにCa2＋拮抗剤塩化ランタン
（LaC12）を投与し，大動脈の粥腫形成が非投与群に
比し，形成率の減少並びに粥腫が縮小したことを組
織学的に証明し，塩化ランタンの効果を報告した．
その機序として投与したCa2＋イオンの平滑筋細胞
への取り込みの抑制を予測したが，実証できなかっ
た．一方面osenblum16）もEHDP（disodium　ethane
－1－hydrexy－1，1－diphosphonate）を，又勝沼，清
水ら17）はDiltiazemを高コレステロール食で飼育
したウサギに投与し，何れも粥腫形成，動脈硬化巣
及び石灰沈着が縮小及び減少したことを組織学的に
証明したが，その作用機序を解明するに至らなかっ
た．臨床的にはCa2＋拮抗剤を心筋梗塞，脳血管障
害，末梢動脈閉塞症に使用し，血管閉塞の改善，血
流再開など循環動態の改善が報告されているが，
Ca2＋拮抗剤の作用機序はなお不明であるといえよ
う．
　現今使われている　Ca2＋拮抗剤は　Nifedipine，
Nicardipine，　Diltiazem，　VerapamilなどL型Ca2＋
イオンチャンネルに作用するものであるが，作用と
して次のものがある．（1）平滑筋細胞の遊走，増殖
を抑制及び平滑筋細胞コレステロール含量の減少効
果．（2）血小板の凝集，接着作用を抑制することに
よりPDGF，　TXAの産生を低下させる．（3）血管
内皮細胞のPGI、，　t－PA産生を抑制し，　EDRFの分
泌を維持させる．（4）マクロファージのLDL取り
込みを抑制する．（5）細胞外マトリックス，コラー
ゲン，エラスチン，コレステロールの分泌及びCa2＋
イオン取り込みの抑制などが上げられる．
　そこで今回筆者は実験動脈硬化ラットの培養動脈
平滑筋細胞を用いて，機序解明を試みたのであるが，
結果が示すようにDiltiazemの濃度により培養平滑
筋細胞の細胞質内脂質沈着に著明な差異を認めて，
Ca2＋拮抗剤の作用解明に重要な手掛かりを提供し
た．すなわち，10－4mo1／1添加群の平滑筋細胞質内
に無添加群，10－6mol／1添加群にはみられない脂質
（リン脂質，ミエリン）が多数出現するのは，Dilti－
azem添加後，細胞質内のリン脂質代謝が障害され，
　　　外界からの情報分子
　　　　　　　，
Cal＋IO’JM　　　　【＝フ
Cal＋
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Fig．　13
　　　o
細胞内外のCa2＋の濃度とその調節機構
細胞質にリン脂質が沈着し，それにより起こった平
滑筋細胞の変性像と考えられる．平滑筋細胞には膜
表面に細胞外Ca2＋イオンを細胞質内に流入させる
流入Ca2＋イオンチャンネル（L型）と遠藤18）19）20），
Ehrlich21），Vilven22），　Streb23），御子柴24）らによって
報告された滑面小胞体膜に存在する滑面小胞体の
Ca2＋イオンを細胞質内に放出する開放型Ca2＋イオ
ンチャンネルが存在していることが知られている．
それによるとFig．13の如く生理的静止時の細胞質
内Ca2＋イオン濃度は0．1μmol／1（10一7　mol／1）に
すぎないが，細胞外では1～2mmol／1（10－3　mol／1）
と高濃度Ca2＋イオンが存在している点から，細胞
膜表面のCa2＋イオンチャンネルを介してCa2＋イ
オンは刺激時に際し，細胞外より細胞質内に流入す
ることが知られている．また，近年Ca2＋イオンの生
理機能の研究が進むに連れ，細胞内の脂質代謝が関
係するセカンドメッセンジャーであるIP3（イノシ
トール1，4，5一トリスリン酸）が，Fig．15の如く滑
面小胞体膜に存在するCa2＋イオンチャンネルのメ
ッセンジャーとして作用することが明らかになっ
た．すなわち，Rawn25）によれば，刺激が細胞膜の受
容体に伝わるとセカンドメッセンジャー　IP，が滑面
小胞体に情報伝達し，滑面小胞体内の10－3mo1／1の
Ca2＋イオンを動員し，細胞質10－7　mol／1（0．1
μmo1／1）の1万倍10－3　mol／1（2～3　mmol／1）の
Ca2＋イオンを放出させるという．その機序はRown
によれぽFig．14，　Fig．15の如くCa2＋存在下に膜
表面のホスファチジルイノシトール（IP）はIP－4キ
（10）
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　　Chydrolysis　of　PIP2　are　recycled．　（Rawn　Biochemistry）
ナーゼ（ホスファチジルイノシトール4一キナーゼ）
が作用してホスファチジルイノシトール4一リン酸
（PIP）が作られ，更にPIP5一キナーゼが作用してホ
スファチジルイノシトール4，5一ビスリン酸（PIP2）
ができ，PIP2はホスファリパーゼC（PLC）の活性
化によってホスファチジルイノシトール1，4，5ト
リスリン酸（IP3）と1，2ジアシルグリセロールに分
解され，IP3がセカンドメッセンジャーとなって滑
面小胞体のCa2＋イオンを細胞内にCa2＋イオンチ
ャンネルを介して放出し，Ca2＋イオンが多量動員さ
れた状況下で，IP3はプロテインキナーゼCにより，
IP3アーゼを活性化し，　IP3はPIP2に水解されイノ
シトールとなってリピッド代謝は終わりイノシトー
ルサイクルに移行する．このようにホスファチジル
イノシトールリン脂質代謝はCa2＋イオンを必要と
し，Ca2＋イオンチャンネルが細胞内外のCa2＋イオ
（11）
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ンを調節しているのが明らかになっている．この一
連の生理的代謝は細胞膜の受容体が刺激を受けた
際，細胞膜の流入Ca2＋チャンネルは開放すること
が絶対の条件である．今回実験に用いたDiltiazem
はL型Ca2＋拮抗剤で，その作用は細胞膜のCa2＋
イオンチャンネルを介してのCa2＋イオン流入をブ
ロックする。本剤の濃度10－4mol／1は細胞外Ca2＋
イオンとほぼ同濃度であり，この濃度添加後はCa2＋
イオンの細胞質内流入は完全にブロックされ，その
結果ホスファチジルイノシトールリン脂質代謝に重
要なセカンドメッセンジャー，IP3が産生されない
ため滑面小胞体膜のCa2＋チャンネルからのCa2＋
イオンが放出されなくなり，その結果ホスファチジ
ルイノシトールサイクルとリピットサイクルの代謝
が共に障害された結果，細胞質に脂質が沈着したも
のと思われる．しかし，かかる高濃度のDiltiazem
を実験的に使用し滑面小胞体のCa2＋イオンの動態
を研究した報告はまだみあたらない．
　それに対してDiltiazem　10一6　mo1／1では培養細胞
中に先の変性像は認められておらず，Ca2＋イオンの
バランスを維持し得る合理的な濃度であり，細胞膜
流入Ca2＋イオンチャンネルを完全にブロックせ
ず，ホスファチジルイノシトールリン脂質代謝機能
は保持され，細胞質内にリン脂質沈着が生じないの
ではないかと考えている．言い換えればこの濃度で
は細胞に不可逆的な障害を与えることなしに，適宜
Ca2＋イオンチャンネルに抑制を掛けることによっ
て細胞の生理的機能に修飾を加えることが可能な適
正濃度と考えられる．事実　Chaffman26）も　Dilti－
azemの血中至適濃度は350μg／1（10－6　mol／1に相
当）と報告している．
　この意味からCa2＋拮抗剤が適量投与であれば平
滑筋細胞は適切なCa2＋イオンを取り込み，細胞は
機能的に仰制を受けて動脈硬化の進展を予防するこ
とも可能ではないかと考えられる．
V．結 語
　1．実験：的動脈硬化ラットの培養大動脈中膜平滑
筋細胞にDiltiazem　10　4，10－5，10－6　mol／1濃度液
を添加し，その電顕像について観察した．
　2．Diltiazem添加濃度変化では10－4，10『5及び
10一6　mol／1の中で10－4　mol／1の濃度は10－6　mol／1
添加群より細胞質内（リソゾーム）に脂肪様穎粒，
ミエリン（リン脂質）およびコレステロールが最も
多くみられ，細胞質内脂質異常蓄積は細胞膜及び滑
面小胞体膜のそれぞれのCa2＋イオンチャンネルを
ブロックし，ホスファチジルイノシトールーCa系代
謝が障害されたことを示唆している．
（12）
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　3．以上の培養平滑筋細胞の成績から平滑筋細胞
のホスファチジルイノシトールーCa系の代謝機能
を維持し，且つ平滑筋細胞の変性を起こさずに，遊
走を抑制するDiltiazemの適量が使用されれば動脈
硬化の進展予防が期待されよう．
　稿を終えるに際し，御高閲を賜りました恩師高崎
優教授に謝意を表しますと共に，視力不調であった
にも拘わらず終始直接御指導を戴きました恩師東京
医大老年病科勝沼英宇名誉教授に心からお礼を申し
上げます．さらに，貴重な御助言を戴きました東北
大学医学部名誉教授福岡良男博士，本学第2病理学
教室海老原善郎教授並びに教室の佐藤慶仁博士，米
田陽一氏他各位に厚く感謝致します．また　Dilti－
azemを提供戴いた田辺製薬株式会社に厚く御礼申
し上げます．
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